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(57) Abstract 



The host-cell adhesion by human influenza viruses is inhibited by new compounds of the general formula (1), where R 1 stands for acyl 
or a thioacyl group; R 2 for hydroxy!, Z-alkyl, substituted Z-alkyl, Z-aryl, substituted Z-aryl, and Z corresponds to O, S or NH; R 3 stands 
for an acyl or a thioacyl group; R 4 for H or acyl; X for O, S, SH2 or a sugar; and where W is a bifunctional spacer and P a multivalent vector 
consisting of one of the following substances: polyacrylate, polyacrylamide, N-substituted polyacrylamide, metacrylamide, N-substituted 
metacrylamide, polyacrylic acid, polycarbonate, polyester, polyamide, polyanhydride, polyiminocarbonate, polyorthoester, polydioxanone, 
polyphosphazene, polyhydroxy carboxyltc acid, polyamino acid, polysaccharide, protein, dextran, chitosan, glucan, liposome, microparticles. 
The inventive compounds are capable of bonding authentic human viruses from the A (HI and H3) groups, which have not been adapted 
through culturing in chicken eggs. 



(57) Zusammenfassung 

Die Adhasion menschlicher Influenza Viren an Wirtszellen wird duich neue Verbindungen der allgemeinen Formel (1) inhibitiert worin, 
R 1 eine Acyl oder Thioacylgmppe bedeutet; R 2 H, Hydroxyl, Z-Alkyl, substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet, und 
ZO,S oder NH entspricht; R 3 eine Acyl oder Thioacylgmppe bedeutet; R 4 H oder Acyl darstellt; XO,S oder ein lineares C1-C4 
Alkyl bedeutet; Y NH, O, S, CH2 oder ein Zucker ist; W ein bifunktioneller Spacer ist P ein multivalenter Trfiger bestehend aus einem 
der nachfolgenden Stoffe ist Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N-substituiertes Metacrylamid, 
Polyacrylsaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid, Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen, 
Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosan, Glucan, Liposom, Micropartikel. Die neuen 
Verbindungen binden authentische, nicht durch Anzucht in HOhnereiem adaptierte menschliche Viren der T^pen A (HI und H3) und 
B. 
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Glvcokoniuqate als Inhibitor n der viral n Zelladhasion 

Beschreibunq 

5 Die vorliegende Erfindung betriffl neue multivalente Derivate von Neu5Aca2- 

6Galp1-4GlcNAc und die Herstellung dieser Verbindungen. Sie betrifft weiterhin die 
Verwendung dieser Verbindungen als Inhibitoren der viralen Zelladhasion nicht- 
adaptierter menschlicher Influenza Viren. 

Der erste essentielle Schritt einer viralen Infektion besteht in der Adhasion eines 

1 0 Virus an die Oberflache der Wirtszelle. Im Falle von Influenza Viren der Typen A und 
B ( geschieht dies uber die Bindung des viralen Hemagglutinins(HA) an terminale 
Sialyloligosaccharide von Glycoproteinen und Glycolipiden auf der Zelloberflache der 
Wirtszelle. Eine mbgliche Strategie zur Verhinderung von Influenza Infektionen besteht 
in der Verwendung von Inhibitoren der Zelladhasion, diese sollen sich mit den viralen 

15 Hemagglutininen verbinden und deren Reaktion mit den Wirtszellen hemmen. 
~ :r In der Literatur sind bereits eine Reihe von Inhibitoren der Adhasion von" ' 

Influenza Viren bekannt. Insbesondere durch die Entwicklung von multivalenten 
Verbindungen konnten einige Inhibitoren gefunden werden, welche jeweils die 
Adhasion eines bestimmten Influenza Stammes in einem in-vitro Test erfolgreich 

2Cf verhindern (siehe Tabelle 2). 

Ein Nachteil dieser bekannten Inhibitoren liegt in ihrem engen 
Wirkungsspektrum, die Verbindung zeigen jeweils nur gegen einen einzigen Stamm 
hohe Aktivitat und sind somit fur eine praktische prophylaktische oder therapeutische 
Anwendungen nur wenig geeignet. 

25 Ein weiterer Nachteil ist, dali die Aktivitat dieser bekannten Inhibitoren jeweils 

nur gegenuber adaptierten Influenza Stammen gezeigt wurde, welche auf embryonalen 
HQhnereiern angezogen worden sind. Es ist bekannt, daB die Anzucht menschlicher 
Influenza Viren auf HQhnereiern zu Aminosaure Mutationen in der Region der 
Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins fuhrt (Robertson, 1993). Die auf diese Weise 

30 gefundenen Inhibitoren haben zwar eine hohe Affinitat zu den veranderten 

Hemagglutininen dieser mutierten Viren, wahrend ihre Aktivitat gegenuber Wild-Typ 
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Hemagglutin in vielen Fallen geringer ist (siehe polymeres Sialosid BGN-PAA in 
Tabellel). 

Aufgabe dieser Erfindung war es neue Inhibitoren der viralen Zelladhasion von 
menschlichen Influenza Viren zu finden. Diese Inhibitoren sollten ein breites 
Wirkungsspektrum gegen Influenza Wild-Typ Stamme haben und hierbei eine 
moglichst hohe inhibitorische Aktivitat besitzen. 

€s wurde nun gefunden, dali multivalente Konjugate des Sialosidliganden 
Neu5Aca2-6Galp1-4GlcNAc (6'-Sialyl-N-acetyllactosamine. 6SLN) neue, hoch aktive 
Inhibitoren der viralen Zelladhasion sind. 

Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen der Formel I 



r4S 



OR 4 



COOH 




YWP 



NHR 3 



worin R 1 eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet, vorzugsweise eine Acetyl-, 
Thioacetyl-, Propionyl oder Thiopropionylgruppe ist; R 2 H, Hydroxyl, Z-Alkyl, 
substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet, und Z O, S oder NH 
entspricht; R 3 eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; R 4 H oder Acyl darstellt; X 0, S 
oder ein lineares C,-C 4 Alkyl bedeutet; Y NH, O, S. CH 2 , oder ein Zucker ist; W ein 
bifunktioneller Spacer ist; 

P ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist: 
Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N- 
substituiertesMetacrylamid. Polyacrylsaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid. 
Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen. 
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Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure. Polysaccharid, Protein. Dextran, Chitosan, 
Glucan, Liposom, Micropartikel. 

P kann auch einen niedermolekularer multivalenter Trager wie C(CH 2 NH-A„-)4 sein, 
worin A eine neutrale oder negativ geladene Aminosaure ist. 

Uberaschenderweise zeigte sich auch, dad Verbindungen der Formel I die 
Zelladhasion aller bekannter menschlicher Infuenza Stamme der Typen A und B sehr 
effizient inhibieren. Insbesondere sind diese Inhibitoren aktiv gegen authentische, in 
der Struktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutins nicht veranderte Influenza 
Viren. Um eine unveranderte Struktur der Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins zu 
gewahrleisten, wurden Influenza Viren aus klinischen Isolaten verwendet, welche 
ausschliefilich auf MDCK-Zellen (Madin-Derby canine kidney cells) angezogen worden 
sind, Wie ein mittels PCR durchgefuhrter Vergleich der viralen RNA-Sequenzen auf 
MDCK gezogener Viren mit den RNA-Sequenzen von Viren aus klinischen Isolaten 
gezeigt hat, weisen die auf MDCK gezogene Viren keine Mutationen in der Region der 
Rezeptorbindestelle des Hemagglutinins auf (Robertson, 1 993). 
Tabelle 1 zeigt einen Vergleich der Inhibition der viralen Zelladhasion durch die neue 
Verbindung 6SLN-PAA und durch das Glycokonjugat BGN-PAA, welches bereits fruher 
gegen auf Huhnereiern angezogene Stamme des Typs H3N2 A/Sichuan/1/87 
entwickelt wurde. Wahrend die Verbindung 6SLN-PAA ein hervoragender Inhibitor aller 
authentischer Influenza Stamme ist, hat BGN-PAA ein engeres Wirkungsspektrum, und 
hat gegen viele Stamme nur eine sehr geringe Aktivitat. 

Die Vorteile der erfindungsgemafien Verbindungen der Formel I liegen insbesondere in 
ihrem W.rkunsspektrum als Inhibitoren der viralen Zelladhasion aller bekannter 
menschlicher Influenza Viren der Typen A und B, und in den sich daraus eroffnenden 
MOglichkeiten diese Verbindungen zu prophylaktischen und therapeutischen Zwecken 
. gegen Influenza Infektionen einzusetzen. 

Ein weiterer Vorteil liegt in der leichten Zuganglichkeit von Derivaten der Verbindungen 
der Formel I, welche einen zusatzlichen Marker tragen, geeignete Marker sind z. B. 
Biotin, Farbstoffe, Fluoreszenzfarbstoffe oder radioaktive Marker. Diese Derivate 
konnen verwendet werden als Komponenten fur neue, bisher nicht zugangliche 
Screening Systeme zur Entdeckung neuer Inhibitoren der viralen Zelladhasion. 
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Tabellel. 



Inhibition der viralen Zelladhasion von Influenza Viren durch die polymeren S.alos.de 
5 BGN-PAA and 6SLN-PAA, gemessen mittels Inhibition der viralen Bindung an Fetum, 
wie in Beispiel 8 und in Gambaryan and Matrosovich, 1992 beschrieben. 
BGN ist Neu5Aca2-OCH 2 C 6 H4NHCOCH 2 NH-, 
6SLN 1st Neu5Aca2-6Galp1 -4GlcNAcB1 -NHCOCH 2 NH-. 



10 



Virus 



I. Klinisc he Human-Isolate, ve rmehrt in MDCK Zellen 

Affinitat der Bindung an Virus, Kaff, uM Neu5Ac 
BGN-PAA 6SLN-PAA 



-15 - 



H3N2 

A/NIB/47/89 M 
A/NIB/3/90M 
A/N1B/44/90 M 



0.03 
0.01 
0.01 



0.01 
0.01 
0.01 



20 



H1N1 

A/Ehgland/1 57/83 M 
A/NIB/12/89M 
A/NIB/23/89 M 
~A7NIB/50/89 M 



>100 
>5 
>5 
>5 



0.03 
0.1 
0.02 
.0.02 



25 



30 



35 



B 

B/England/222/82 M 0.05 0.04 

B/NIB/48/90 M 0.05 O.W 

B/NIB/15/89M 2,03 ^ t * a ~ 5rom » 

II.Durch Anzucht in Huhnere ieTn adaptierte Stamme 



40 



H3N2 

X31 (A/Aichi/2/68) 
A/England/321/77 
A/USSR/3/85 
A/Sichuan/1/87 

H2N2 

A/England/12/64 



100 
0.03 
0.06 
0.02 

10 



3 

0.01 

0.1 

0.1 

0.1 



H1N1 

A/FW/1/50 
A/USSR/90/77 
A/ Chile/1/83 
B 

B/USSR/1 00/83 
B/Ann Arbor/1/86 
B/Yamagata/11/88 



5 
6 
30 

5 

>100 
>100 



3 

0.3 
_6_ 

2 
3 
100 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 98/14215 PCT/EP97/05389 



Die Erfindung wird anhand der Beispiele naher und beispielhaft erlautert. 
Beispiel 1 . 

HorstPlluna von N p,,^?-6G a lB1^ MAr.pi.NIHnQCH,NH, (modifizierte Methode 
5 nach Likhosherstov et al. , 1 986; und Manger et al., 1 992) 

Bei Raumtemperatur wurden 13.8 mg 6'-Sialyllactosamine NrV-Salz (20 »M, isoliert 
aus menschlichen Urin) in 1ml gesattigter Ammoniumbicarbonat Losung gelost und 
wahrend 170 h geruhrt, wahrend der Inkubation wurde zu der Losung mehrmals testes 
10 Ammoniumbicarbonat bis zur Sattigung zugesetzt. Die Reaktionslosung.wurde mit 2ml 
Wasser verdunnt, eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt 13.7 mg Riickstand (war 
das Gewicht des erhaltenen Produktes groBer als die eingesetzte Menge Saccharid, so 
wurde der Ruckstand nochmals in 2ml Wasser aufgenommen und lyophilisiert), dieser 
wurde in 0.6ml 1 M NaHC0 3 aufgenommen. Unter Ruhrung bei 0°C wurden 34 mg 
15 Chloressigsaureanhydrid (200 nM) in 0.34ml Ethylacetat zugegeben. Nach 1 h wurde 
die liosung mit Essigsaure neutralisiert und im yakuum eingeengt. Der erhaltene 
Ruckstand wurde in einer minimalen Menge Wasser aufgelost und uber eine Sephadex 
G-25 Saule(1x50 cm) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde eingeengt. 
und der Ruckstand in 1 ml gesattigter Ammoniumcarbonat Losung aufgenommen. Nach 
20 48 h wurde die Losung mit 2ml Wasser verdunnt, eingefroren und lyophilisiert. Der 
Ruckstand wurde in 2ml 1 % Essigsaure aufgelost und nach 1 5 h uber eine Saule mit 
3ml Dowex AG 50W-X4 (H* Form) gegeben. Die Saule wurde mit 30 ml Wasser 
gewaschen und dann mit einer 1M Ammoniumhydroxid Losung eluiert. Nach Einengen 
des Ammoniumhydroxid Eluats wurden 9.8 mg (67%) des 6'-Sialyllactose N-glycyl 

25 Derivates erhalten. 

1 H-NMR-Spektrum (D 2 0, 8, ppm): 5.16 (d, 1 H, J 2 9 Hz, H-1 Gal), 4.47 (d, 1H, J 2 8 Hz. 
H-1 GlcNAc), 4.00-3.55 (Gal. GlcNAc, Neu5Ac), 3.46 (s, 2H, COC&NHj), 2.69 (dd, 1H, 
12 Hz, J 4 4.5 Hz, H-3eq Neu5Ac), 2.04 (s, 6H, 2 CH 3 CO). 1.72 (dd, 1H, J 4 12.5 Hz. 
H-3ax Neu5Ac). 
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Der Verlauf der Reaktionen wurde mittels DOnnschichtchromatographie verfolgt 

(Kieselgel 60, Merck): 
Eluent 1: 2-Propanol/Aceton/Wasser 4:3:2: 
6'SLN Rf= 0.61 

V "6*SLN-NH 2 049 Ninhydrin positiv 

: "6'SLN-NHCOCH 2 CI 0.66 
1 6SLN-NHCOCH 2 NH 2 0.09 Ninhydrin positiv 

Eluent 2: Methanol/Aceton/Wasser 1:1:1: 

1 6*SLN-NHCOCH 2 NH 2 0.73 Ninhydrin positiv 

Beisoiel 2 

_ Her^tellunovon N»u5Actt2;6GalR1^lcfl^ 
. . .CgHaNQz . . - • i 

1 5 Bei Raumtemperatur wurden zu einer Ldsung von 7.3 mg Neu5Aca2-6Galp1 - ^ 

,. ,,4GliNAcpi -NHCOCH2NH 2 (1.0. nM) aus.Beispiel 1 in 0.2ml DMSO, 39 mg Bis(4- 

nitrophenyl)-adipat (1 00 uM) in 0.6ml DMF zugegeben. Nach 3 h wurde das 
Reaktionsgemisch uber eine Sephadex LH-20 Saute (1 .8x30 cm, Eluent - 
' Acefonitril/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde eingeengt 
20 in Wasser aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Man erhielt 7.4 mg des 
Glykosids(76%). 



25 



Beispiel 3 

Herstelluna von TetrakisfN-tert-butvlox vcarbonvl-Qlvcvl-amidomethvnmethan 



Ein,Gemisch von ig Tetrakis(aminomethyl)methan (Fleischer et. al., 1971) 
tetrahydrochlorid (3.6 mmol), 8.52g BocGlyONph (28.8 mmol) und NEt 3 (2.5ml, 
18tmmol) in 2ml DMF wurde 120 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wurde eingeengt, in 100ml Ethylacetat suspendiert, und mit 2% 
30 H 2 S0 4 . Wasser, gesattigter NaHC0 3 -L6sung und Wasser gewaschen und uber 
Na 2 S0 4 getrocknet. Die Ldsung wurde eingeengt, der RQckstand in Trifluoroethanol 
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geldst, ein Gemisch CHCIa/EtOAc/MeOH (9:3:1) und Et 2 0 wurde zugegeben. Man 
erhielt 2.1 g eines krstallinen Produktes (78%). 

DC: R f =0.5 in CHCIg/EtOAc/MeOH/AcOH 9:3:2:0.2 (Ninhydrin-positiv, nach 5 min 
Behandlung der Platte mit HCI-Gas). 

'H-NMR-Spektrum in De-DMSO (5, ppm): 7.97 (br t, 1H, CCH 2 NH), 7.37 (t, 1H, NH Gly ), 
3,49 (d, 2H, J NH 6 Hz, CH 2 Gly ). 2.76 (br d. 2H, CCH 2 ), 1 .37 (s. 9H, OCMea). 
Massenspektrum: 783 (M+Na). 

Beispiel 4 

Herstelluna von Tetrakis(N-tert-butvlox Ycarbonvl-trialvcvl-amidomethvnmethan 

Eine Losung von 0.76g Tetrakis(N-tert-butyloxycarbonyl-glycyl-amidomethyl)-methan 
(1 mmol) aus Beispiel 3 in 8 mi CF 3 COOH wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit 16ml Toluol versetzt und eingeengt. Der Ruckstand wurde 
in 3 ml Wasser aufgenommen, es wurden 0.35ml konzentrierte HCI (12M) zugegeben, 
die Losung wurde eingeengt und der Ruckstand im Vakuurri getrocknet. Das gebildete 
Tetraamin wurde in 18ml DMF suspendiert, es wurden 1.45g BocGlyGlyONsu (4.4 
mmol) und 0,6ml Et 3 N zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 24 h bei 
Raumtemperatur geruhrt. im Vakuum (0.5-1 Torr) eingeengt und der erhaltene 
Ruckstand uber eine Kieselgelsaule chromatographiert (Kieselgel 60, Merck). Elution 
mit Me 2 CO/MeOH/H 2 0 zwischen 30:1:1 und 15:1:1 ergab 0.94 g (77%) des reien 
Produktes. DC: R r =0.79 in Me 2 C07MeOH/H 2 0 15:1:1 (Ninhydrin positiv, nach 5 min 
Behandlung der Platte mit HCI-Gas) 

1 H NMR-Spektrum in De-DMSO (5, ppm): 8.53 (t, 1H, NH Gly3 ), 7.98 (t, 1H, CCH^, 
7.81 (t, 1H, NH Gly2 ), 6.98 (t, 1H, NH Gly1 ) 1 3.85 (d, 2H, J NH 5.5 Hz, CH, 6 ^), 3.73 (d. 2H. 
J N „ 5.5 Hz. CH 2 Gly3 ), 3.59 (d, 2H, J NH 6 Hz, CH^). 2.69 (br. d. 2H, J NH 6.5 Hz. CCH 2 ), 
1.38 (s, 9H, OCMe 3 ). Massenspektrum: 1239 (M+Na). 
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Beispiel 5 

Pni Y .N-f?.Hvdroxvethvn-acrvlamiri mit 20% mo' «si N (6SLIM-PAA) 

5 Zu einer L6sung von 1mg 6SLN-Gly (1.37 nM) aus Beispiel 1 in 0.1ml DMSO wurden 
1.32 mg Poly(4-nitrophenylacrylat) (6.84 »M) und 7ml Et 3 N in 0.132 ml DMF 
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 40°C inkubiert (der Verlauf der 
Konjugation wurde mittels DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker 
Eduktes), nach 24 h wurden 23ul Ethanolamin zugegeben. Nach weiteren 15 h bei 
1 0 Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung uber eine Sephadex LH-20 Saule 
(1.5x25 cm, Eluent - Acetonitril/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige 
f raktion wurde eingeengUn Wasser ^enommen, eingefroren und 'yophiHsiert- Es^ 
wurden 1 .6 mg des Konjugat erhalten(90%). 

15 Beispiel 6 .... 
Polvacrvlsaure (Na*-salO m it P0% mol. 6SLN 

Zu einer Losung von 1 mg 6SLN-Gly (1.37 nM) in 0.1 mi of DMSO. wurde 1.32 mg 
Poly(4-nitrophenylacrylate) (6.84 |iM) in 0.132 ml DMF und Et 3 N (7 ul) zugesetzt. Das 
20 Reaktionsgemisch wurde bei 40°C inkubiert (der Verlauf der Konjugation wurde mittels 
DC verfolgt: Verschwinden des Fleckes des Zucker Eduktes), nach 24 h wurden 230^1 
0.1 M NaOH zugegeben. Nach 15 h bei Raumtemperatur wurden 15 ul 1M HCI 
zugegeben und das Reaktionsgemisch uber eine Sephadex LH-20 Saule (1 .5x25 cm, 
Eluent - Acetonitrile/Wasser 1:1) chromatographiert. Die zuckerhaltige Fraktion wurde 
25 eingeengt, in Wasser aufgenommen, eingefroren und lyophilisiert. Es wurden 1 .5 mg 
Konjugat erhalten (93%). 
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Beispiel 7 

{ K, a ..^A^^ a IR1^GlcNAcpi-MHr.nr.H 7 NHCOfCH^COfNHCH ? CO),NHCH ? -}4C, 

5 Eine Losung von 1 .2mg Tetrakis(N-tert-butyloxycarbonyl-triglycyl-amidomethyl)methan 
(1 nM) aus Beispiel 4 in 0.1 ml CF 3 COOH wurde bei Raumtemperatur geruhrt. Nach 
15 h wurde 1ml Toluol zugegeben und die Ldsung eingeengt. Der Ruckstand wurde in 
0.5 ml Wasser gelost, es wurden 5 ul konzentrierte HCI zugegeben, die Losung 
eingeengt und der Ruckstand im Vakuum getrocknet. Das erhaltene Tetraamin wurde 

1 0 in 0.2 ml DMF suspendiert, und eine Losung von 4.9mg IMeu5Aco2-6Galp1 - 

4GlcNAcpi-NHCOCH 2 NHCO(CH 2 )4COO-p-C 6 H 4 N0 2 (5 uM) in 0.3 ml DMF und 5 \i\ 
NEt 3 wurde zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 5 h bei 20°C geruhrt. Es 
wurden 10 ul konzentrierte Ammmoniak-Losung zugegeben und nach einer Stunde 
wurde die Reaktionslosung uber eine Sephadex G-50 (1.2x50 cm) gegeben (Eluent 

15 0.05 M Ammoniak L6sung). 

Die zuckerhaltige Hauptfraktion yyurde eingeengt, in Wasser aufgenommen, 
eingefroren und lyophilisiert. Es wurden 2.9mg Konjugat erhalten(68%). 



20 Beispiel 8 

An^nrht d^r Influenza Viren und Bestimmnnn der Inhibition der viralen Bindung an 



Fetuin 



Die nicht adaptierten menschlichen Influenza Viren A/England/1 57/83 M, A/NIB/12/89 
25 M, A/NIB/23/89 M, A/NIB/50/89 M (H1N1), A/NIB/47/89 M. A/NIB/3/90 M, A/NIB/44/90 
M (H3N2), B/England/222/82 M, B/NIB/48/90 M, and B/NIB/15/89 M wurden vom 
National Institute for Biological Standardisation and Control (NIBSC, Potters Bar/UK) 
erhalten, sie waren aus klinischen Proben isoliert und wurden ausschliesslich in MDCK 
Zellen gezuchtet. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 98/14215 PCT/EP97/05389 

10 



Die in HQhnereiem gezuchteten Influenza Viren wurden von der Viren 
Stammsammlung des D.l.lvanovsky Institutes fur Virology, Moskau erhalten. Diese 
Viren wurden in 9-10Tage alten embryonalen Huhnereiern inkubiert. 
Fur die Untersuchung der viralen Bindung, wurden die virushaltigen Kulturiiberstande 
5 bzw. allantoissche Flussigkeiten durch Zentrifugation von etwaigen Zellbruchsstucken 
befreit. Diese L6sungen wurden ohne weitere Aufreinigung entweder sofort eingesetzt 
Oder bis zu 4 Wochen bei 4 8 C gelagert. 

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Rinderfetuin (Fluka, CH) wurden 

folgendermassen durchgefuhrt: Die Kavitaten einer 96er EIA Mikrotiterplatte aus 
10 Polysty'rol(Flow, USA) wurden bei mit jeweils 0.1ml einer Fetuin Losung in PBS 

(10 mg/ml) 2h bei 37°C inkubiert. Die Platte wurde mit einer Losung 0.01% Tween 20 

(Serva, D) in PBS und dann mit destillierten Wasser gewaschen, und entweder direkt 
" verwenden, oder an der Luft getrocknet und bis zur Verwendurig bei -20°C gelagert. 

Urn die Viren spezifisch an die Fetuin beschichteten Platten zu adsorbieren. wurden 
1 5 die viralen Kulturen mit PBS bis auf einen Hemagglutinin-Titer von 1 :50-1 :200 

verdunnt Die Platten wurden dann mit je 0. 1 ml dieser Losung pro Kavitat fur 2 h bei 

4°C inkubiert. 

Die Inbition der Bindung des Meerrettich-Peroxidase-Fetuin Konjugates (hergestellt 
nach der Perjodat Aktivierungs Standardmethode) an die adsorbierten Viren wurde wie 

20 folgt bestimmt: 

Die Platten wurden mit einer 0.01% Tween 20 Losung in PBS gewaschen, dann 
wurden 0.1 ml einer 0.02 \xM Losung des Peroxidase-Fetuin Konjugates und 
gleichzeitig verschiedene Konzentration des zu testenden Inhibitors zugegeben. Nach 
einer Inkubationzeit von 1 h bei 4°C wurden die Platten mit einer kalten PBS/Tween 

25 Losung gewaschen. 

Die Peroxidase Aktivitat wurde durch Zugabe von je 0.1 ml einer Substratldsung (0.4 
mg/ml o-Phenylendiamin plus 0.02% H 2 0 2 in 50 mM Natriumacetat Puffer, pH 5.5) 
bestimmt. Nach Zugabe der Substratldsung wurden die Platten 30 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, dann wurden 0.05ml 5% H 2 S0 4 zugegeben und 

30 die Absorbtion bei 492nm mit einem Titertek Multiscan reader (Flow. Finland) bestimmt. 
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Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung. wurden auf jeder Platte einige Kavitaten 
ohne Zugabe von Viren inkubiert. Es wurde jeweils nur sehr geringe unspezifische 
Bindung gefunden (A492 Werte von 0.05-0.2). 

Zur Bestimmung der maximaien Bindung wurde fur jede einzelne Platte die 
Bindung des Peroxidase-Fetuin-Konjugates ohne Inhibitor Zugabe gemessen. 
Als weitere Kontrolle wurde jeder einzelnen Virus Stamm mit einem Peroxidase-Fetuin- 
Konjugat umgesetzt, welcher zuvor mit Neuraminidase aus Vibrio cholerae umgesetzt 
worden war In alien Fallen verlor das Konjugat seine Affinitat zu Viren, somit wurde 
bewiesen, dali die Wechselwirkung zwischen Konjugat und Viren durch 
Sialyloligosaccharide bedingt ist. 

Die Bindungs Affinitat wurde nach der folgenden Formel berechnet: 

Cj x Aj (A max -Ao) 

K a ff = " 



A ma x (ArAo) 

hierbei ist die Dissoziationskonstante des Virus-Inhibitor Komplexes; A^* ist die 
gemessene Absorbtion in Abwesenheit des Inhibitors; C,und Aj sind die eingesetzte 
Inhibitor Konzentration und die entsprechende gemessene Absorbtion; Ao ist die bei 
Sattigung an Inhibitor gemessene Absorption. 

Die Ergebnisse der Inhibition der viralen Zelladhasion des neuen Konjugates 
6SLN-PAA aus Beispiel 5 sind in Tabelle 1 bzw. Tabelle 2 zusammengefasst. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 98/14215 



12 



PCT/EP97/0S389 



Tabelle 2: 

Inhibition der viralen Zelladhasion von Influenza Viren durch Sialosid Inhibitoren. Die 
Literaturdaten wurden zusammengefasst, wobei jeweils die hSchste genannte 
inhibitorische Aktivitat aufgefuhrt wird. Die Aktivitat wird ausgedriickt in \M 
5 Konzentration an Neu5Ac Gruppen des Inhibitors, welche eine 50% Inhibition 
verursachen. 

Verwendente Testsysteme: Inhibition der Hemagglutination (HAI), Inhibiton der Virus 
Adsorbtion an Erythrocyten (Al), Verringerung der viralen Vermehrung in Zellkulturen 
(Ml), Verringerung der viralen Bindung an Fetuin (FBI). 
1 0 Zum Vergleich sind zuunterst die Daten der Verbindung 6SLN-PAA aus Beispiel 5 



aufaefuhrt. . . 




V/erh i nd u nastvo 


Test 


nM Neu5Ac-Gruppen, Referenz 






bei50% Inhibition 




3ivalente Sialoside 


HAI 


30 (X31) Glick & Knowles, 1991 


15 


. HAI 


180 (X31) Sabesan et al., 1992 




Cluster Sialoside 


HAI 


20(X31) Roy etal., 1993 




Liposomale Sialoside 


HAI 


0.02 (X31 ) Kingery-Wdod et al,1 992 




HAI 


0.33 (unknown) Spevak et al., 1993 




Sialylpolymere 


FBI 


0.3 (A/TX/77, A/BK/79) 


20 




Matrosovich etal, 1990 




HAI 


0.2 (X31) Spaltesteln. ; . 








& Whitesides,1991 






HAI 


0. 1 (X31 ) Sparks et ah, 1 993 






HAI 


0.2 (X31) Lees etal., 1994 


25 




Ml 


0.02 (X31 , H3N2) Itoh et al. , 1 995 






5(WSN/33, H1N1) Itoh etal., 1995 








> 400 (SG/57, H2N2) Itoh et al., 1995 






FBI 


>50 (X31 , H3N2) Mochalova et al, 1 994 








0.03 (USSR/85, H3N2) 


30 






Mochalova et al, 1994 






10 (Chile/83, H1N1) 








Mochalova et al, 1994 








1 0 (B/USSR/83) Mochalova et al, 1 994 






Ml 


>8 (X31 , H3N2) Mochalova et al, 1 994 


35 






0.2 (USSR/85, H3N2) 






Mochalova et al, 1994 








4 (Chile/83, H1N1) Mochalova et al, 1994 








>8 (B/USSR/83) Mochalova et al, 1 994 






HAI 


0.001 (X31. H3N2) Mamenetal, 1995 


40 


6SLN-PAA wie in 


FBI 


0.02 (A/NIB/23/89M, H1N1) 




Beispiel 5 der vorliegenden 


0.01 (A/NIB/44/90M. H3N2) 




Erfindung beschrieben 




0.02(B/NIB/15/89M) 
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Patentanspruch 



1 . Verbindungen der allgemeinen Formel, 



R 4 0 



OR 4 



COOH 




NHR 3 



YWP 



woriri Ft 1 - eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; 

10 R 2 - H.'Hydroxyl, Z-Alkyl, substituiertes Z-Alkyl, Z-Aryl, substituiertes Z-Aryl bedeutet, 
und Z - 0, S oder NH entspricht; 

R 3 - eirie Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; 
15 R 4 - H oder Acyl darstellt; 

X - O, S oder ein lineares d-C 4 Alkyl bedeutet; 
Y - NH, O. S, CH 2 , oder ein Zucker ist; 
W - ein bifunktioneller Spacer ist; 

20 P - ein multivalenter Trager bestehend aus einem der nachfolgenden Stoffe ist: 
Polyacrylat, Polyacrylamid, N-substituiertes Polyacrylamid, Metacrylamid, N- 
substituiertes Metacrylamid, Polyacrylsaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid, 
Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen, 
Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure, Polysaccharid, Protein, Dextran, Chitosai 

25 Glucan, Liposom, Micropartikel. 
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2. Verbindungen der Formel I gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnef, daii 
der multivalente Trager C(CH 2 NH-An-) 4 darstellt, worin A eine neutrale oder negativ 
geladene Aminosaure ist. 

5 3. Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 worin P mit Biotin, 
einem Farbstoff, einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem radioaktiven Marker markiert 
ist. 

4. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur 
10 Bindung an Viren. 

5. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur 
Bindung an Influenza Viren. 

1 5 6. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur 
Bindung an menschliche Influenza Viren. 

7. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB dem Anspruch 3 als 
Komponenten von Testsystemen zum Screenen voh Inhibitoren der viralen 

20 Zelladhasion. 

8. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur 
Bindung an Hemagglutinin von Influenza Viren. 

25 9. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 als 
Inhibitoren der viralen Zelladhasion an naturliche Rezeptoren. 

10. Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den AnsprOchen 4-9 in 
Kombination mit Neuraminidase-lnhibitoren. 

30 

1 1 . Verwendung der Verbindungen der Formel I gemaB den Anspruchen 1 und 2 zur 
prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung viraler Infektionen. 
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12/ Verweridung der Verbindungen der Formel I gemafi den Ansprichen 1 und 2 zur 
prophylaktischen Oder therapeutischen Behandlung viraler Infektionen in Kombination 
mit Neuraminidase-lnhibitoren. 
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(57) Abstract 



The host-cell adhesion by human influenza viruses is inhibited by new compounds of the general formula (l), where R 1 stands for acyl 
or a thioacyl group; R 2 for hydroxyl, Z-alkyl, substituted Z-alkyl, Z-aryl, substituted Z-aryl, and Z corresponds to O, S or NH; R 3 stands 
for an acyl or a thioacyl group; R 4 for H or acyl; X for O, S, SH2 or a sugar, and where W is a Afunctional spacer and P a multivalent vector 
consisting of one of the following substances: polyacrylate, polyacrylamide, N-substituted polyacrylamide, metacrylamide, N-substituted 
metacrylamide, polyacrylic acid, polycarbonate, polyester, polyamide, polyanhydride, polyiminocarbonate, polyorthoester, polydioxanone, 
polyphosphazene, polyhydroxy carboxylic acid, polyamino acid, polysaccharide, protein, dextran, chitosan, glucan, liposome, microparticies. 
The inventive compounds are capable of bonding authentic human viruses from the A (HI and H3) groups, which have not been adapted 
through cuituring in chicken eggs. 



(57) Zusammenfassung 

Die AdhSsion menschlicher Influenza Viren an Wirtszellen wind durch neue Verbindungen der allgemeinen Foimel (1) inhibitiert worin, 
R 1 eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; R 2 H, Hydroxy 1, Z-Alkyl, substituiertes Z-Aikyl, Z^Aryl, substituieites Z-Aryl bedeutet, und 
ZO.S odcr NH entspricht; R 3 eine Acyl oder Thioacylgruppe bedeutet; R 4 H oder Acyl darstellt; X O, S oder ein lineares C1-C4 
Alkyl bedeutet; Y NH, O, S, CH2 oder ein Zucker ist; W ein bifunktioneller Spacer ist P ein multivalenter Trager bestehend aus einem 
der nachfolgenden Stoffe ist Polyacryiat, Polyacrylamid, N-substituieites Polyacrylamid, Metacrylamid, N-substituiertes Metacrylamid, 
Polyacrylsaure, Polycarbonat, Polyester, Polyamid, Polyanhydrid, Polyiminocarbonat, Polyorthoester, Polydioxanon, Polyphosphazen, 
Polyhydroxycarbonsaure, Polyaminosaure, Polysaccharide Protein, Dextran, Chitosan, Glucan, Liposom, Micropartikel. Die neuen 
Verbindungen binden authentische, nicht durch Anzucht in HOhnereiem adaptierte menschliche Viren der Typen A (HI und H3) und 
B. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not beenestablishedinrespectof certain claims under Article 17(2)(a) forthe following reasons: 
1. I I ClaimsNos.: 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. IT] ClaimsNos.: 1-12 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplement sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 

3. I I ClaimsNos.: 

' — because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

[ | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Claims 1-12 

Owing to the large number of compounds which are theoretically defined in the independent 
claims, the search had to be limited for economic reasons. The research was restricted to the 
substances supported by pharmacological data and/or the specific compounds to which claim 
was laid, in addition to the underlying ideas of the present application (see Guidelines, 
Chapter IE, paragraph 2.3). 



Form PCT7ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent 1am Uy members 



bit**.. Mortal Application No 

PCT/EP 97/05389 



Patent document 
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A. K LAS S1RZIE RUNG DES ANMEUJUNGSGEGENST ANDES 



IPK 6 A61K47/48 



Nach der Intemationalen PatanttdaaatfDcabon (IPK) odar nach dar nattonaJan Klaaatfikation und dar IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Reoherehterter MindestprufstDff (Waaaiflcetionaayetem und WaaellkaiionMymbole ) 

IPK 6 A61K 



Roche ruhierte aber rticht zum Mindeatprufstoff gehorende Veroffentfchungen, aoweit dteae unter die recherchierten Gebtete fallen 



Wahrend dar intemationaJen Raohercha konauttierte elektreniaehe Datenbank (Name dar Oatsnbank und evtJ. verwendete Suohbegriffe) 



C. ALS WE3ENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezetohnung der Verofferrtfichung, aoweit efforderlfch unter Angabe dar in Betraoht kommenden Te9a 



Betr. Anapruoh Nr. 



p,x 



WO 94 11005 A (SCIENT DIMENSIONS INC 
;B0VIN N I CO LAI V (RU); BYRAMOVA NARGIZ E 
(RU) 26. Mai 1994 
in der Anmeldung erwahnt 

GAMBARYAN, A. S. ET AL: "Specification of 
receptor-binding pheno types of influenza 
virus isolates from different hosts using 
synthetic sialylglycopolymers: 
non-egg-adapted human HI and H3 influenza 
A and influenza B viruses share a common 
high binding affinity for 6'- sialyl (N- 
acetyllactosamine )" 
VIROLOGY (1997), 232(2), 345-350 CODEN: 
VIRLAX-.ISSN: 0042-6822, 
1997, XP0O2068479 
siehe Zusammenfassung 
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Weoere VerflffentBchungen aktd dar Fortsetzung von FeW C zu 
entnahmen 



m 



Siehe Anhang Paterttfamflie 



0 Besondaro Katagonen von angegebanen Veroffentiichungen 

a A" Vercffentijohung, die dan aUgemeinen Stand der Technik dehniert, 
aber nbht als beaondera bedeutaam anzuaehen 1st 

'E' afterea Ookument, daa jedooh erst am odar nach dam intemationalen 
Anmektedatum vertffentiiaht worden tst 

'L* Veroffentfiohung, die geeignet at, etnen Prwritataanapruoh zweifelhaft er* 
achainan zu laaeen, odar duroh die daa Veroffentfiohungadatum emer 
anderen cm Reoharchenberioht genannten Veroffentfichung belegt warden 
soil oder die aua einem anderen beaonderen Grund angageban brt (wte 
. auagefQhrt) 

"O* Veroffentfichung, die aioh auf aina mOndSche Offartbanmg, 

eino Benutzung, eine AuietaOung odar andere MaBnahmen bezleht 

"P* Vercffanttichung, cfia vor dam intemationalen Anmektedatum, aber nach 
dam beanapruchtan Pnoritatadatum veroffantiicht wordan tot 



T Spfitere Veroffentfiohuhg, die nach dam intemationalen Anmaldedatum 
oder dem Priorftfltnri/irwm veroffentflcht worden bt und mit der 
Anmeldung nicht kotldieit, aondem nur zum Veratandns dea der 
Emndung zugrunde&egenden Prinztpa oder der iir zugrundeitegenden 
Theorie angegeben iat 

*X" Veroffentfichung von beaonderer Bedeutung; cfia beanapruchte Emndung 
kann attain aufgrund dfeaer Verdffenttlahung nioht ala nau oder auf 
erfinderiecher Tfitigkea beruhend b e tiadttet warden 

"Y* Verftfferrtflchung von baaondarer Bedaubing; da beanapruohta Erfmdung 
kann nbht ato auf erftideneoher Tfltigkeit beruhend betrechtet 
warden, wenn die Veroffentftehung mit finer oder mehieren anderen 
Vercffentilchungen dfeeer Kefegoria ei Veifatndung gebracht wad und 
dleae Verbtndung far einen Fachmann naheflagend iat 

*&* VerofTerrtflchung, die M2gBed dereeben Patanlfamifie iat 
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C^Fortsetzung) ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kotegorie 0 


Bezetchnung der Veroff»rttfichuag, sowe* erforderUch unter Angabe der in Betracht kommi 




Betr. Anspruoh Nr. 


X 
Y 


UNVERZAGT, CARLO ET AL: n Chemical and 

enzymic synthesis of multivalent 

sialoglycopeptides" 

CARBOHYDR. RES. (1994), 251, 285-301 

CODEN: CRB RAT; ISSN: 0008-6215, 

1994, XPO02068480 
siehe Seite 291, Spalte 1 
siehe Zusanmenfassung 
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P,X 
P,Y 


CHOI , SEOK-KI ET AL: "Generation and in 
Situ Evaluation of Libraries of 
Pctly(acrylic acid) Presenting Sialosides 
as Side Chains as Polyvalent Inhibitors of 
Itff 1 uenza-Medi ated Hemaggl uti nat i on n 
J. AM. CHEM. SOC. (1997), 119(18), 
4103-4111 CODEN: JACSAT;ISSN: 0002-7863, 
Mai 1997, XP002O68481 
siehe das ganze Dokument 




1-12 
1-12 


A 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 97, no. 13, 
27. September 1982 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 106070, 
CORFIELD, ANTHONY P. ET AL: "The 
specificity of viral sialidases. The use 
of oligosaccharide substrates to probe 
enzymic characteristics and 
strain-specific differences" 
XP0O2068482 
siehe Zusanmenfassung 
&" EUR. J. BIOCHEM. (1982), 124(3), 521-5 
CODEN: EJBCAI;ISSN: 0014-2956, 
1982, 




1 


X 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 121, no. 15, 
lO.Oktober 1994 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 180061, 
NISHIMURA, SHINICHIRO ET AL: 
"Chemoenzymic preparation of a 
glycocon jugate polymer having a 
sialyloligosaccharide: 
NeuSAc .al pha . (2 . f wdarw. 3) Gal . beta . (1 . fwdar 
w.4 )GlcNAc" 
XP0O2068483 
siehe Zusanmenfassung 
& BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1994), 
199(1), 249-54 CODEN: BBRCA9;ISSN: 
0006-291X, 
1994, 
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Intern otionales Aktenzetchen 


ENTERNATIONAJLER RECHERCHENBERICHT 


PCT/EP 97/05389 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die eich als ntcht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurdo aus fotgenden Grunden fur bestimmte Anapruche ketn Recherche n be richt ereteltt: 
1. | | AnsprflcheNr. 

weil Sia sich auf Gegenstande beztehen, zu deren Recherche die Behdrde rticht verpflichtet ist, namlich 



2. PH AnsprOchs Nr. 1-12 

weil sie sich auf TeBe der intemationaJen Anmeldung beztehen, die den vorgeschriebanen AnfonJenirtgen so wenrq entsprechen. 
daB erne stnnvofle Internationale Recherche nicht durchgefflhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/216 



3. | | AnsprOche Nr. 

weii as sich dabei urn abhangige AnsprOche handelt, cfie nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

FeU II Bemerkungen bei mangelnder Einhertiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 
Die Internationale Recherchenbehorde hat festgeatellt, daB dj.se intemationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthfilt: 



1 * L~] Da der Anm9Wer 3,10 ertoroertichen zusatzinhen RecherchengebOhren rechtzettig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
— intemationaie Recherchenbericht auf alio recherchierbaren AnsprOohe der intemationalen Anmeldung. 



e recherchierbaren Anapruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
zus&tziiche Recherchengebflhr gerachtfertigt hatte, hat die tntematkmale Recherchenbehorde nicht zur Zahtung einer sotchen 
uteouhr aufgeforoert 

3 * LJ Da der AnmeWer nur eini 9 8 erforderliehen zuaatzfiohen RecherchengebOhren rechtzeftig entrichtet hat, erstreckt sich eSeser 
intern atonal© Recherchenbencht nur auf die AnsprOche der intern attonalen Anmeldung, fur cfie GebOhren entrichtet worden 
smd, namlich auf die AnsprOohe Nr. 



4 ' O Der /^meWef^at die erfordertichon zus&zlichen RecherchengebOhren nicht rechtzettig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
ctwnbencnt beschrankt aich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahrrte Erfindung; cfieae ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinslchtllch elnaa Wtdarapntcha Die zusatzJichan GebOhren wurdsn vom Anmelder unter Wrderspruch gezaWL 

| | Die Zahtung zusatzficher GebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



ForrnWatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jufi 1992) 



Internal ton aJ83 Aktenzeichen PCT/EP 97/05389 



WETTER E ANGABEN PCT/iSA/ 2 10 



Anspruche Nr.: 1-12 



Wegen der groBen Zahl der Verbindungen, die in den unabhangigen 
Anspriichen theoretisch definiert werden, muBte die Recherche aus 
okonomischen Griinden eingeschrankt werden. Die Recherche beschrankte sich 
auf " die' durch pharmakologische Dateh gestiitzte Substanzen und/oder auf 
die spezifisch beanspruchte Verbindungen, sowie auf den unterliegenden 
Gedanken der vorliegenden Anmeldung. (Siehe Richtlinien, Kapitel III, 
Paragraph 2.3). 
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